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論文内容要旨
第一章序論
 筋収縮調節機構において,情報伝達物質であるカルシウムイオン(Ca2+)の標的タンパク質は,
 筋および動物の種類により異なっている。すなわち,(/)脊椎動物横紋筋ではトロポニンC,
 (2)無脊椎動物横紋筋ではミオシンの軽鎖,さらに(3)脊椎動物平滑筋では,ミオシン軽鎖キ
 ナーゼの活性化サブユ二一ットであるカルモデュワン,がそれぞれCa2+の標的タンパク質であ
 る。Ca2トのこれら標的タンパク質への結合により,(1)ではトロポニン王によるアクチンとミ
 オシンの相互作用の抑制の解除,(2)ではアクチンとミオシンの相互作用の活性化,(3)では
 ミオシン軽鎖のワン酸化によるアクチンとミオシンの相互作用の活性化,により収縮が開始さ
 れる。
 動物および筋の種類に刻),一ヒ記のように様々な収縮調節機構を持っていることは,その生
 理的意義と調節機構σ.)進化の両面で極めて興味ある問題である。調節系の進化は,調節系タン
 パク質の構造と機能の進化として捉えることが出来る。著者は,収縮調節タンパク質0り機能進
 化に興味を持ちコ、無脊椎動物と脊椎動物の中間に位置し,収縮調節タンパク質の進化の理解に
 1重要な知界,を・与えるこヒが期待される原索動物マボヤ(紐～/oの,1z紬躍フ御ぞた1)を研究材料とし,
 比較生理1ヒ学的研究を試みた。マボヤが系統発生上,特異な地位を占めることは良く知られて
 いるが,最近の研究に炉.1その体壁筋もまた特徴的なものであることが,われわれの研究室に
 より明らかにされた。すなわち,(1)マボヤσ)体壁筋は多核の平滑筋てある,(2)海産無脊椎
 動物の筋は通例パラミオシンを含むが,マボヤで1。よ見い出されていない,(3)横紋筋の持つ収
 縮調節タンパク質トロボニンが存在し,その作用が報告されている唯一の平滑筋であること等
 であろ。
 前述したように,ホヤ筋の調節系はトロボニンであることは確立されているが,ミオシンに
 も調節系がある可能性も否定できない。著者はこの可能性を検討するため,従・来困難とされて
 きたホヤミオシンの精製法の改良を行い,得られたミオシンの分子構築と酵素特性を研究した。
 またホヤトロポニンの作用様式を研究し,その機能が横紋筋と同じであることを明らかにした。
 また,ホヤ平滑筋収縮調節系の試験管内再構成を達成した。
 第二章マボヤミオシンの精製とその性質
 従来困難とされていたホヤミオシンの精製法に改良を加え,ホヤミオシンの単離に成功した。
 またホヤ平滑筋ミオシンは,これまで知られている平滑筋ミオシンよりも,横紋筋ミオシンに
 その酵素特性が類似していることを明らかにした。
 ホヤミオシンの精製およびその分子構築:ホヤ筋原繊維から抽出したミオシンBを硫安分画
 し33-4〔)%飽和の画分を得て,透析で硫安を除いた後,0.8MKC1,10mMMgC12,20mMMOPS
 一309一
 (pH6.8)溶液に溶解し28,000rpmで3時間遠心し,上清をミオシン分画とした。このミオシン
 は,SDS存在下のゲル電気泳動では分子量200,000の重鎖と分子量18,000の軽鎖を示した。6
 MUrea存在下のゲル電気泳動では,軽鎖は移動度のかなり異なる2本のバンドに分かれた。
 ホヤミオシンおよびアクトミオシンのATPase活性:ホヤミオシンの初期突発量を測定した。
 ミオシンの分子量を500,000と仮定し,初期突発量として0.82molPi/molmyosl“の値を得た。
 ミオシンの突発量は,ウサギ横紋筋では1molPi/molmyosin,ニワ1・リ砂のう平滑筋では2
 molPi/molmyosinと報告されており,ホヤミオシンの値はウサギ横紋筋ミオシンの値に近
 かった。
 ホヤミオシンがCa2+調節能を持つかどうか調べるため,Ca2+非存在'下と存在下でアクトミ
 オシンATPase活性を測定した。ATPase活性はCa2'←非存在下と存在下でほぼ同じ値を示し,
 ホヤミオシンには,ミオシン軽鎖にCa2+が結合・解離することで筋の収縮調節を行うタイプの
 Ca2+調節系はないことが示唆された。
 ホヤミオシンとウサギあるいはホヤアクチンから再構成したアクトミオシンATPase活性
 のMgC12,およびKC1濃度依存性を検討した。MgC12濃度は0.1mMから20mMの範囲,また
 KCI濃度は30mMから400mMの範囲でホヤアクトミオシンのATPase活性を測定した。
 MgC12,およびKCl濃度依存性は,骨格筋アクトミオシンと同じくMgC12,およびKC1濃度の
 上昇に伴い活性は単調に低下する傾向を示した。
 ミオシンのチオリン酸化:ホヤミオシンのリン酸化の有無を,[γ35s]ATPを用いて検討した。
 筋原繊維を調製する過程で筋を5回洗滌する必要があるが,その操作で筋肉中のミオシン軽鎖
 キナーゼ,およびホスファターゼが除去される可能性がある。そこで,洗滌前のホモゲネイト
 に[γ35s]ATPを加え5mMMgCI、,0.1mMCaCi,存在下低温で2時間放置後ミオシンを精
 製し,S工)Sゲル電気泳動後のゲル中のペプチドに取り込まれた35Sの量を測定した。ミオシン
 の重鎖および軽鎖に特異的な35Sの取り込みは認められなかった。
 ミオシンのリン酸化とATPase活性の関係を'調べるために,ミオシンBを用いてCa2→非存
 在下および存在下でのATPase活性と35Sの取り込みを同時に測定した。ミオシンBのCa2+
 非存在下のATPase活性は23および28(nmolesPi/mgmyosin/mi11),Ca2'ト存在下の活性は45
 および46(nmolesPi/mgmyosin/min)であり,Ca2+感受性は40～50%であった。35Sの取り込
 みは,Ca2+非存在下でミオシンの軽鎖に若干認められた。
 第三章マボヤトロポニンの作驚様式
 マボヤトロポニンは,その存在と調節作用が知られている唯一の平滑筋トロポニンであり,
 調節タンパク質トロポニンの機能が横紋筋と平滑筋の間で同じであるかどうか興味ある問題で
 ある。先に,遠藤と大日方(1981)は,ホヤトロポニンはアクチンーミオシン相互作用のCa2+依
 一310一
 存性活1生化因子であると報告している。著者は,以下の実験結果から,ホヤトロポニンは横紋
 筋トロポニンと同じく,Ca2'←非存在下でアクチンーミオシン相互作用の抑制因子として働くこ
 とを明らかにした。
 ホヤトロポニンの作用:ウサギ骨格筋ミオシンに,ホヤのnat1vethinfilament,11aturalF・一ア
 クチンおよび・再構成thinfilamentを加えホヤトロポニンの作用を検討した。照turalF一アクチ
 ンを骨格筋ミオシンに加えた場合,ATPase活性はCa2+の非存在'下,存在下ともに
 0.40(μmolesPi/mgmyosin/min)であった。再構成thhlfiiamelltをウサギミオシンに加える
 と,Ca2ト'存在下の活性は変化せず,Ca2+罪存在下の活性がO.073(μmoles正)1/mgmyosin/min)
 に低下し,82%のCa2・感受性が出現した。llaヒivethin{ilamentを用いた場合,Ca2+存在下お
 よびCa2+非存在下で活性はそれぞれ0.40および0.16(μmolesP1/mgmyos111/min)であり,
 Ca2卜感受性は60%であった。
 次に,ホヤのミオシン,naturalF一アクチンおよびnativetropomyosh]から,ホヤ収縮調節
 系を再構成しトロポニンの作用を調べた。ミオシンにアクチンを加.陵た場合にはCa2+感受性は
 ほとんど出現しないが,その系にさらにnativetropomyosinを加えると,Ca2+存在下の活性
 は変化せず,Ca2+非存在下での活性が低下し,その結果36%のCa2一ト感受性を得ることが出来
 た。
 以上の結果は,ホヤトロポニンの作用はCa2・非存在下でアクトミオシンATPase活性を抑
 制し,アクトミオシンにCa2+感受性を与えることであることを示している。
第四章総合考察
 本研究により,ホヤミオシンはミオシン軽鎖へのCa2+の結合・解離による収縮調節系を持た
 ないこと,また最終的な判断を下すことはできないもののホヤミオシンがCa2+に依存したミオ
 シン軽鎖のリン酸化・脱リン酸化で筋の収縮調節を担っている可能性が極めて低いことが明ら
 かにされた。また,ホヤミオシンの初期突発量,アクトミオシンATPase活性の単gC12および
 KCl濃度依存性から,ホヤ平滑筋ミオシンは横紋筋型に属するという結論を得た。
 また,ホヤ平滑筋トロポニンの作用様式を研究し,Ca2+非存在下でホヤトロボニンはアクチ
 ンーミオシン相互作用の抑制因子として働くこと,つまり横紋筋トロポニンとホヤ平滑筋トロ
 ポニンの機能は同じであることを明らかにした。
 著者は以上の結論から,原索動物マボや平滑筋は,構造は平滑筋であるがその主要構成タン
 パク質はすでに横紋筋型であることを指摘した。またホヤ平滑筋を,平滑筋から横紋筋に進化
 する途ヒの中開形として位置付けるのが妥当であろうと考えた。
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 論文審査の結果の要旨
 瀧戸次郎提出の論文は,収縮及び進化の理解に重要な手掛りを得ることを目的として原索動
 物マボヤ(μαJooy雇h彪,η惚惚〉の体壁筋の収縮性及び調節タンパク質の比較生理化学的研究
 を行ったものである。
 本論文ではまず,従来精製が照難とされて来たこの動物のミオシンの精製を行っている。分
 離したマボや筋原繊維からミオシンBを調製し,硫安分画,10mMMgC1,存在下の0.8MI〈C1
 溶液中での遠心分離後の上清にミオシンを得た。このミオシンはゲル電気泳動法で,分子量ほ
 ぼ200,000の重鎖と,分子量18,000と等しく,かつ電荷の異なる二種類の軽鎖等モルから形成さ
 れることを明らかにしている。
 次にこのミオシン及び再構成したアクトミオシンの酵素的性質の検討を行っている。マボヤ
 ミオシンのATPase活性の初期突発量を0.82molPi/molmyosh1と測定し,この値が報告され
 ている平滑筋ミオシンの値より骨格筋ミオシンび)値に近いことを指摘している。またアクトミ
 オシンATPaseのMgC12及びKCl濃度依存性・が平滑筋のそれらと異なり,骨格筋の場合と同
 様の傾向を示すことを見ている。35S・AT1)を用いて,筋原繊維のATPase活性がカルシウムイ
 オン感受性を示す時のミオシン軽鎖への35Sの取込みを検討し,この取込みは見られなかった
 と報告している。また,軽鎖へのカルシウムイオンの結合も見られず,マボや体壁筋の調節系
 はミオシン側にはないことを示唆している。
 また,マボヤの調節系タンパク質トロボニン(ア)1乍期機構を,ミオシンにマボヤの①natlve
 thil/filamellt,②naturaIF-acti11,③再構成thhlfllamentをそれぞれ加えAT正)ase活性のカ
 ルシウムイオン感受性を測定することで検討している。その畜、誓果②では感受性は見られず,①,
 ③ではそれぞれ82%と60%と感受性を示し,これ.らの感受性は何れもカルシウム非存在下の活
 性が著しく抑制されることに基くものであるとしている。これらの結果はマボヤトロボニンは
 アクチンとミオシンの相互作用のカルシウム依存性活性化因子であると言う,従来の報告とは
 異なり骨格筋トロポニンと同様にカノレシウム非存在下でアクチンとミオシンの相互1乍用を抑制
 するものであると結論している。
 最後に,これらの結果に基き,マボや体壁筋は微細構造的には平滑筋であるが,収縮及び調
 節系タンパク質は骨格筋(横紋筋)型であり,この筋は平滑筋から横紋筋への進化の途上の中間
 形として位置づけるのが妥当であろうと推論している。
 以上,本論文は著者が自立して研究を行うために必要な高度の研究能力と学識を有すること
 を示している。よって瀧戸次郎提出の論文は理学博士の学位論文として合格と認める。
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